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論文内容要旨
目的
 dexameLhasoneがL929.06マウス線維芽細胞の増殖を抑えることが言われているが,そのメ
 カニズムは詳しくはわかっていない。この研究の目的は,L929.06細胞においてdexamethasone
 が細胞周期関連タンパクであるcyclin,cdk,Rb,proteinをどのように制御しているかを調べ,
 細胞増殖の抑制に対するそれらの関与を調べることである。
 ゴヒ・■亜.
目泉
 細胞周期のG1期はserine/threonineproteinkinasesfamilyのタンパクにより調節されてい
 る。これは,catalyticsubunitであるcyclin-depende就kinases(cdks)とregulatorysubunit
 であるcyclinsより構成されている。cyclinEとD-typecyclin(cyclinD1,cyclinD2,cyclin
 D3)は細胞周期のG1期に発現しており,cdkと結合することによりkinase活性を制御してい
 る。これまでdexamethasoneがL929.06マウス線維芽細胞の増殖を抑えることが報告されてい
 るが,詳しいメカニズムはわかっていない。本研究では,dexamethasoneが,cyclin,cdk,Rb,
 proteinを制御することによりし929.06細胞の増殖を抑えているであろうと言う仮説を検証した。
 方法と結果
 1.dexamethasoneのcyclin,cdk,Rb,pro七einに対する効果
 L929.06細胞を0.1μMのdexamethasoneで24時間処理し,これらのタンパクの発現をwesレ
 emblotにて検討した。D-typecyclin,cdksには,変化がなかった。cyclinEの2っのバンド
 のうち,分子量の大きいバンドの一部が小さい方のバンドへ移動した。Rbproteinは,
 dexamethasoneにより脱リン酸化された。
 2.dexanethasone処理からの回復の実験
 L929.06細胞を0.1μMのdexamethasoneで24時間処理し,dexamethasoneを取り除いたの
 ち,経時的に細胞を集めwestemblo七にて検討した。この実験では,リン酸化されたRbpro一
 七einがdexamethasoneを取り除いてから2時間後に増加し,8時間後に減少した。
 3.serumstarvationからの回復の実験
 L929.06細胞をserumstarveした後5%FBSを加え,経時的に細胞を集め,westemblotに
 て検討した。Rbpro七einのリン酸化はFBSを加えた後12時間後にピークを示した。
 4.cyclinE-associatedhistoneHIkinaseに対するdexamethasoneの効果
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 dexamethasoneはcyclinE-associatedkinase活性を抑制した。dexamethasone処理からの
 回復の実験では,kinase活性は,dexamethasoneを取り除いてから4時間後より増加し始めた。
 5.cyclinD1,cyclinD3-associatedRbkinaseに対するdexamethasoneの効果
 dexame七hasoneはcyclinD1,D3-associatedkinase活性を抑制した。dexamethasone処理
 からの回復の実験では,kinase活性は,dexamethasoneを取り除いてから2時間後より増加し
 8時間後より減少した。
考察
 Rbproteinのリン酸化はG1期の遅い時期に起こり,細胞がS期に入るのに必要とされる。
 一方,脱リン酸化されたRbproteinの存在は,細胞がS期に入りDNA合成をするのを抑制す
 る。本実験では,Rbproteinのリン酸化の状態から,dexamethasoneはL929・06細胞を細胞周
 期のGl/Stransi七ionの少し前で止めていることが示された。また,dexamethasoneはcyclin
 E,cyclinD1,cyclinD3-assoclatedkinaseの活性を抑えることが示された。dexamethasone
 処理からの回復の実験では,cyclinD1,cyclinD3-associatedkinaseの活性のkineticsにRb
 proteinのリン酸化とより近い変化がみられた。dexamethasone処理によりcyclinの発現量に変
 化がみられなかったことから,dexamethasoneによるkinase活性の制御は,cdkに結合する
 cyclinの発現量によるものではないと考えられ,kinaseinhibitorの存在が想定された。
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 審査結果の要旨
 細胞周期の調節を探ることは炎症,癌などをはじめ生理学的および病理学的にも重要である。
 特に細胞周期G1期の調節は細胞周期の継続あるいは停止に関わる大切な時期であり,そこで働
 く分子の調節機構の解明は重要である。筆者は,合成グルココルチコイドであるデキサメサゾン
 (Dex)がし929.06マウス線維芽細胞の増殖を抑える現象について,Dexが細胞周期関連タンパ
 クであるcyclin,cdk,Rbproteinを制御することによりし929.06細胞の増殖を抑えているであ
 ろうと言う仮説のもとに本研究を行っている。
 筆者は,まずDexのcyclin,cdk,Rbproteinの発現に対する効果を蛋白レベルで検討し,
 DexはD-typecyclin,cdksの発現には影響を与えず,cyclinEの2っのバンドのうち,分子量
 の大きいバンドの一部が小さい方のバンドへ移動し,リン酸化状態に影響を与えた可能性が示唆
 された。また,Rbproteinは,Dexにより脱リン酸化された。次に,Dex処理からの回復の実
 験を行い,リン酸化されたRbproteinがDexを取り除いてから2時間後に増加し,8時間後に
 減少する事を示した。同様にserumstarvationからの回復の実験を行ったところ,Rbprotein
 のリン酸化はFBSを加えた後12時間後にピークを示し,DexがGi後期で細胞周期を止めてい
 ることを示した。次に筆者はDexがG1後期に働くkinaseの活性を調節している可能性を考え,
 cyclinE-associatedhistoneHIkinaseに対するDexの効果を検討し,DexがcyclinE-
 associatedkinase活性を抑制していることを示した。Dex処理からの回復の実験では,kinase
 活性は,Dexを取り除いてから4時間後より増加しており,Rbproteinのリン酸化の時期より
 遅れていた。そこで筆者は,cyclinD1,D3-associatedRbkinaselこ対するDexの効果を検討
 し,DexがcyclinD1,D3-associatedkinase活性を抑制することを示し,Dex処理からの回復
 の実験で,kinase活性が,Dexを取り除いてから2時間後より増加,8時間後より減少し,Rb
 proteinリン酸化の時期と一致することを示した。
 以上より,本研究により,DexのL929.06細胞に対する細胞周期停止の機序として,cyclin
 D1,D3-associatedkinaseの活性を低下させ,Rbproteinのリン酸化を抑制していることが明
 らカ)にされた。Dex処理によりcyclinの発現量に変化がみられなかったことから,Dexによる
 kinase活性の抑制は,cdkに結合するcyclinの発現量によるものではないと考えられ,kinase
 inhibitorの存在を示唆した。本研究は,Dexによるマウス線維芽細胞の細胞周期停止の機序を,
 分子レベルで明らかにしたもので,オリジナリティーも高く,学位に値するものである。
 一128一
